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　　摘要 :目的 　探索建立柱层析和基质辅助激光解吸电离飞行时间 (MALD I2TOF)质谱技术筛选食道癌血清
标志多肽的方法。方法 　选用 Sephadex G2100葡聚糖作为分离介质 ,自制小型分离层析柱 ,分别采集 30名健康
人、30例食道良性疾病患者和 30例食道癌患者血清进行多肽分离 ,结合 MALD I2TOF质谱仪鉴定。结果 　通过
多肽质荷比 (m /z)比对技术 ,筛选出 4种诊断食道癌疾病的潜在血清标志多肽 , m /z分别为 7 651. 76、8 091. 34、
9 264. 98、11 784. 79。结论 　柱层析和质谱技术筛选食道癌血清标志多肽所建立的分析技术不仅快速简单 ,而
且同样适合于筛选其他人类重大疾病的血清标志多肽或酶蛋白。
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Abstract: O bjective　To exp lore and set up a combined method of separation column of size exclusion chromatog2
raphy ( SEC) and matrix assisted laser desorp tion ionization2time of flight2mass spectrometry (MALD I2TOF2MS) for
screening and analyzing the polypep tide and p rotein biomarkers of esophageal cancer. M ethods　The serum polypep2
tides in 30 healthy subjects, 30 benign esophageal disease patients and 30 esophageal cancer patientswere p re2separated
by the self2made separation column of Sephadex G2100, and the collected eluents were concentrated forMALD I2TOF2MS
analysis respectively. Results　W ith the technology of polypep tide mass change ratio comparison app roach, four differ2
ent ions m /z at 7 651. 76, 8 091. 34, 9 264. 98, 11 784. 79 were found, which were existing only in esophageal cancer
patients. Conclusion s　The combined technology of separation column of SEC and MA ID I2TDF2MS is a simp le and rap id
method for screening esophageal cancer patients and it also can be app lied to the rap id diagnosis of other diseases.
Key words: Polypep tide; Size exclusion chromatography; Matrix assisted laser desorp tion ionization2time of flight2
mass spectrometry; Esophageal cancer
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状况 [ 1 ]。血清中含有约 60～80 g/L的蛋白质 ,其
中主要成分是白蛋白 (50% ～70% )、免疫球蛋白
( IgG、IgA、IgD、IgM、IgE,其中 IgG占总蛋白的
10% ～25% )、转铁蛋白、结合珠蛋白和脂蛋白




谱 (matrix assisted laser desorp tion ionization2time of
flight2mass spectrometry, MALD I2TOF2MS)等分析
技术对其进行分析鉴定 [ 3 ]。建立去除人血清高
丰度蛋白质和脱盐技术 ,是提高质谱直接分析能
力的有效手段之一 [ 4 ]。表面增强激光解吸离子
化 ( surface2enhanced laser desorp tion ionization,
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活组织病理检查确诊 ,其中男 10例、女 18例 )和 2
例食管平滑肌瘤患者 (经病理检验确诊 ,均为男
性 ) ;食道癌血清样本来源于 30例经病理检验证实
患有食道癌的患者血清 (男 12例、女 18例 ) ,实验
对象年龄 22～72岁 ,样本保存于 - 80 ℃备用。
二、仪器和试剂
1. 主要仪器 　德国 BRUKER公司制造 RE2
FLEXⅢ型 MALD I2TOF2MS仪 ;上海康华生化仪器
制造厂生产的 HD 21C2A型蛋白质 /核酸检测仪
及 LM17型记录仪。
2. 主要试剂 　Sepherdex G2100葡聚糖购自




1. 样本预处理 　吸取解冻血清样本 0. 3 mL
与 0. 3 mL 20%乙腈 (含 2. 5 mmol/L NH4 HCO3 ,
pH值 8. 2) ,充分混匀。随后将混合液离心 5 m in
(12 000 r/m in,离心半径 6 cm ) ,收集上清液 ,置
于 4 ℃冰箱备用。
2. 血清多肽与蛋白质粗分离 　分离介质选
用 Sephadex G2100葡聚糖凝胶珠 ,填充于常规玻
璃管层析柱 (直径为 1 cm ,长度为 50 cm) ,分离介
质柱高 15 cm。用 0. 1%三氟乙酸平衡层析柱和
洗脱血清样本 ,采用蛋白质 /核酸检测仪在 280nm
处监测收集样本。控制流速为 0. 5 mL /m in,实时
监测检测仪读数 ;当蛋白核酸检测器吸收值 > 10
时 ,用 1. 5 mL的离心管开始收集洗出液 ;每次平
衡时间 5～7 m in,分离样本时间约为 5～8 m in。
所收集的样本可供 MALD I2TOF2MS仪直接分析
血清多肽组成与分布。
3. 基质配制 　将足量的 SA 溶解在以 30%
乙腈、0. 1%三氟乙酸水溶液为溶剂的溶液中 ,超声
处理 5 m in配成饱和溶液 ,然后 12 000 r/m in (离心
半径 6 cm)离心 5 m in,取上清液使用 ,每次均使
用新鲜配制的饱和 SA溶液。取上清基质溶液与
层析柱分离收集到的各个血清组分按 1∶1方式进
行均匀混合 , 取 0. 8μL混合物直接点滴于样本
靶上 ,待样本室温自然干燥后 ,把样本靶放入
MALD I2TOF2MS仪检测。
4. 质谱测定条件 　选用 脉 冲 氮 激 光
(337 nm )作为离子源 ,分析时采用线性模式 ,加
速电压控制在 20 kV,脉冲宽度 0. 5 ns,离子延迟






血清样本经 Sephadex G2100层析柱分离后 ,
采用 MALD I2TOF2MS技术进行逐一分析 ,共获得
质谱图谱 917张 ,其中健康人血清质谱图谱 277
张 ,食道良性疾病患者血清质谱图谱 302张 ,食道
癌患者的血清质谱图谱 338张 ;测定 m /z范围限
制在 2 000～80 000之间 ,每张质谱图一般可包含









图 1～3结果可获悉 ,血清样本经 Sephadex G2100
层析柱分离后 ,可有效地去除无机盐和高丰度蛋
白质的干扰 ,供质谱对低丰度多肽与蛋白质进行
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分有 1个 : m /z 7 762. 70;在绝大多数 (27例 )食道
良性疾病患者血清中共有而在健康人和食道癌患
者血 清 中 未 表 达 的 差 异 组 分 有 1 个 : m /z
10 635. 79;在食道癌患者血清中共有而在健康人
和食道良性疾病患者血清中均未表达的组分有 4











4 557. 69 + + +
5 003. 98 + + +
5 085. 48 + + +
5 566. 65 + + +
6 458. 61 + + +
6 660. 21 + + +
6 867. 10 + + +
7 651. 76 - - +
7 762. 70 + + -
8 091. 34 - - +
8 649. 31 + + +
8 777. 62 + + +
8 961. 80 + + +
9 193. 94 + + +
9 264. 98 - - +
9 488. 43 + + +
10 635. 79 - + -
11 784. 79 - - +
13 753. 95 + + +
13 959. 94 + + +
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患者的疗效及预后都有着重要的临床意义。
















白质转化成分子离子 ,并被 MALD I2TOF2MS仪中
的质量分析器检测 ,为筛选诊断食道癌的新血清
标志物提供了可行性技术。同其他分离手段相比
较 ,凝胶排阻层析主要有如下特点 :原理简单 ;价
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